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Enfermedades neurodegenerativas 
 
Las  enfermedades  neurodegenerativas  afectan  distintas  funciones  vitales  del  cuerpo  tales 
como el equilibrio, el movimiento, el habla, la respiración y  las funciones del corazón. Muchas 
de  estas  enfermedades  son  genéticas.  Las  causas  pueden  ser  alcoholismo,  un  tumor  o  un 
ataque cerebrovascular  (ACV). Otras causas  incluyen toxinas, químicos, virus, entre otras. Sin 
embargo poco se conoce de los mecanismos moleculares que están implicados en el desarrollo 
de la patología. 
La  clasificación de  las más de  cien enfermedades neurodegenerativas es  compleja debido a 
que  se  solapan entre  si desde el punto de vista  clínico y anatomopatológico. Por ello, en  la 
actualidad la clasificación más habitual de estas enfermedades se basa en la topografía lesional  
y/o la presentación clínica.  
 
La  zona  del  sistema  nervioso  central  donde  se  pierden  las  neuronas  puede  ser  la  corteza 
cerebral, los ganglios basales, el tronco encefálico, el cerebelo, o la medula espinal. En función 
de  la  presentación  clínica  se  amplía  esta  clasificación.  Por  ejemplo,  las  enfermedades 
neurodegenerativas de  la corteza pueden producir demencia (la enfermedad de Alzheimer es 
la más común) o no; y las enfermedades que afectan a los ganglios de la base se dividen entre 
aquellas que producen un aumento de  los movimientos, como el corea de Huntington, y  las 
que  provocan  escasez  de movimientos,  como  el  Parkinson.  Sin  embargo  esta  clasificación 
clínico‐patológica  es  imprecisa  y  tiene  muchas  limitaciones.  Además  hay  una  serie  de 
enfermedades en las que no se ha encontrado una alteración estructural, como la distonia de 
torsión,  el  temblor  esencial,  la  enfermedad  de  Gilles  de  la  Tourette  o  la  esquizofrenia. 
Afortunadamente  en  los  últimos  años  se  han  desarrollado  de manera muy  importante  la 
genética y la biología molecular lo que ha permitido iniciar una nueva clasificación mucho más 
precisa de las enfermedades neurodegenerativas en base a la alteración genética o molecular 
que  las  caracteriza  (taupatotías,  alfa  sinucleopatías,  prionopatías,  etc).  De  hecho  algunas 
enfermedades,  como  el  corea  de  Huntington,  se  diagnostican  actualmente  de  manera 
inequívoca mediante el estudio genético. 
 
Algunas de las enfermedades neurodegenerativas más comunes son: 
 Enfermedad de Alzheimer 
 Enfermedad de Parkinson 
 Enfermedad por priones 
 Enfermedad de Huntington 
 Ataxia espinocerebelar 
 Atrofia muscular espinal 
 Charcot Marie Tooth 
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Este  trabajo en particular se centra en dos neuropatías: Charcot Marie Tooth 2D y  la Atrofia 
muscular espinal con hipoplasia pontocerebelar. 
 
La enfermedad Charcot Marie Tooth 2D es una polineuropatía autosómica dominante que se 
caracteriza por  atrofia  y debilidad motora de predominio distal, hiporeflexia  y  velocidad de 
conducción nerviosa normal. La misma se asocia con mutaciones en  la   Glicil  tRNA sintetasa 
(William W. Motley y colaboradores, 2011). 
Con respecto a la Atrofia muscular espinal con hipoplasia pontocerebelar se describe como un 
trastorno neurodegenerativo  hereditario  de  etiopatogenia  no  aclarada.  Se  ha  descrito  su 
asociación con deficiencias de complejos de  la cadena  respiratoria mitocondrial  (CRM) y con 
los trastornos congénitos de  la glicosilación.  Se manifiesta en edades muy tempranas y se  la 
ha relacionado con mutaciones en la quinasa VRK1 (Renbaum P. y colaboradores, 2009). 
 
Etiología: 
 
La  importancia  del  papel  de  los  factores  ambientales  y  genéticos  como  causa  de  estas 
enfermedades  es  objeto  de  un  intenso  debate.  Algunas  enfermedades  neurodegenerativas 
tienen una clara base genética, por ejemplo  la parapesia espástica o  la corea de Huntington. 
Pero en  la mayoría, como  la enfermedad de Alzheimer, Parkinson o ELA, el número de casos 
familiares es de apenas del 10%. Es decir, la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas 
son esporádicas y la aportación del componente genético es mínima. Por todo ello, hoy en día 
se piensa que la etiología de los casos esporádicos sea probablemente una consecuencia de la  
conjunción en mayor o menor medida de ambos factores. 
 
Evolución clínica: 
 
En  pacientes  con  enfermedades  neurodegenerativas  los  síntomas  comienzan  cuando  las 
neuronas  restantes  no  son  capaces  de  compensar  a  las  que  han  desaparecido.  Esto  quiere 
decir que para cuando  se  inician  los  síntomas de  la  enfermedad  ésta  lleva  ya un  tiempo de 
evolución, que puede ser de meses o años. 
Desafortunadamente  hoy  en  día  no  se  dispone  de  ningún  marcador  de  enfermedad 
presintomática  y  por  ello  no  podemos  conocer  cuando  ocurre  realmente  la  pérdida  de 
neuronas. La pérdida de neuronas probablemente es constante a  lo  largo de  la enfermedad, 
sin embargo no tiene por qué haber una relación lineal entre el número de neuronas restantes 
y  la  función;  es  posible  que  a  partir  de  un  cierto  nivel  crítico  de  pérdida  neuronal  la 
sintomatología  pueda  acelerarse  debido  a  que  desaparece  completamente  la  reserva 
funcional.  En  todo  caso  las  enfermedades  neurodegenerativas  progresan  habitualmente  de 
manera lenta y paulatina a lo largo del tiempo, y suelen transcurrir años hasta que llegan a su  
etapa final. 
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VRK1 
Las  proteínas  quinasa  son  enzimas  que  catalizan  la  unión  covalente  de  un  grupo  fosfato  a 
residuos  de  Serina,  Treonina  o  Tirosina  en  proteínas  celulares  específicas.  Por medio  de  la  
fosforilación,  las quinasas regulan propiedades como  la actividad enzimática de sus proteínas 
diana,  su  localización  subcelular,  su  interacción  con  otras  proteínas  y  otras moléculas  y  su 
degradación (Hanks, Quinn et al. 1988; Hanks and Hunter 1995; Yaffe and Elia 2001; Johnson 
and  Lapadat  2002).  La desregulación de proteínas quinasas  juega un papel  fundamental  en 
desórdenes fisiológicos como las enfermedades humanas (Hunter 1987).  
La quinasa VRK1    (por  sus  siglas  en  inglés  vaccina‐related  kinase  1)  es una  Serina/Treonina 
quinasa, que  contiene un motivo de unión a ATP y un  sitio quinasa   activo en  su  secuencia 
(Nezu, Oku et al. 1997). 
Esta quinasa tiene un papel fundamental en el crecimiento y  división celular y regula  muchos 
factores de transcripción tales como p53. La función de la quinasa VRK1 es estabilizar y activar 
a p53 y controlar los niveles nucleares de esta proteína. 
La parte amino terminal de VRK1, en la que se encuentra su dominio catalítico, tiene similitud 
con  el  dominio  catalítico  de  la  caseína  quinasa  tipo  1δ,  mientras  que  la  parte  carboxilo 
terminal no presenta homología  con ninguna otra proteína  conocida, estando posiblemente 
implicada en la regulación de la quinasa y en la interacción con otras proteínas (Lopez‐Borges 
and Lazo 2000). 
 
VRK1 y su implicancia en neurodegeneración: 
Las atrofias musculares espinales constituyen un grupo de patologías genética y clínicamente 
heterogéneas caracterizadas por  la degeneración y pérdida de  las células del asta anterior en 
el cordón espinal que llevan a un debilitamiento muscular y atrofia. 
La  atrofia muscular  espinal  con  hipoplasia  pontocerebelar  es  una  de  las  variantes  raras  de 
atrofia muscular espinal infantil que incluye manifestaciones clínicas adicionales. 
VRK1  fosforila  p53  y  CREB  y  es  esencial  para  la  formación  de  la  envoltura  nuclear.  Su 
identificación con un gen  involucrado en SMA‐PCH  implica nuevos roles para  las proteínas de 
VRK1 en el desarrollo neuronal y en el mantenimiento (Reunbam P. y colaboradores, 2009). 
 
Se ha  identificado una mutación sin sentido en el gen de  la quinasa VRK1 en niños enfermos 
con  atrofia  muscular  espinal  con  hipoplasia  pontocerebelar  perteneciente  a  una  familia 
consanguínea de origen judío Ashkenazi (Renbaum P. y colaboradores, 2009) 
Como se mencionó anteriormente, VRK1  interactúa con  la proteína Coilina en  los cuerpos de 
cajal, pero no con el mutante VRK1 (R358X). VRK1 (R358X) es menos activo que VRK1 y por lo 
tanto  la  regulación  alterada  de  coilina  podría  estar  implicada  en  patologías  neurológicas 
severas como ataxias y atrofias musculares espinales (Sanz‐García M. y colaboradores, 2011). 
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Glicil tRNA sintetasa o GARS  
 
La Glicil tRNA sintetasa es una tRNA sintetasa  responsable de la unión covalente de la glicina a 
su tRNA en una reacción ATP‐ dependiente, esencial para  la traducción celular.  
 
 
 
 
GARS es uno de  los  treinta  y  siete  genes de  las ARNt  sintetasa. Codifica para una  isoforma 
mitocondrial y una isoforma citosólica, que se diferencian por una secuencia N‐terminal de 54 
aminoácidos de  localización mitocondrial. En  la región común a ambas  isoformas, hay cuatro 
dominios  funcionales:  un  dominio WHEP‐TRS  que  está  altamente  conservada  en  las  tRNA 
sintetasas (aminoácidos 13‐63), dos dominios que forman el núcleo catalítico (aminoácidos 92 
a 168 y 241 ‐324) y un dominio de unión del anticodón (aminoácidos 557‐655) (figura 1). 
 
GARS y su implicancia en neurodegeneración 
 
La enfermedad de Charcot‐Marie‐Tooth (CMT), uno de los trastornos neurológicos hereditarios 
más  comunes,  incluye  un  grupo  genéticamente  diverso  de  neuropatías  periféricas  que  se 
caracterizan por una debilidad progresiva y atrofia en  las manos y en  los pies  (Jani‐Acsadi A, 
Krajewski K y Shy ME, 2008). Por medio de estudios  fisiopatológicos se puede distinguir dos 
tipos  de  CMT,  el  CMT  tipo  I  (desmielinizante)  o  el  CMT  tipo  2  (axonal)  (Bienfait  HM  y 
colaboradores, 2007). Existe una superposición entre las formas axonales del CMT y un grupo 
de  síndromes clínicos clasificados como neuropatía distal motora hereditaria (dHMN) o atrofia 
muscular espinal distal (DSMA), que se distinguen del CMT2 sólo por la ausencia en la pérdida 
de  sensibilidad  (3).  El  CMT  tipo  2D  presenta  a  menudo  una  mayor  debilidad  en  las 
extremidades  superiores  distales,  un  hallazgo  que  es  inusual  entre  los  CMT  (Barisic  N.  y 
colaboradores, 2008). 
 
GARS  se    expresa  de  manera  ubicua  y  es  esencial  para  la  traducción  proteica.  Desde  el 
descubrimiento  de    genes  implicados  en  CMT2D,  el  desafío  ha  sido  determinar  cómo  las 
mutaciones    en  esta  proteína  causan  degeneración  selectiva  de  los  axones  en  nervios 
periféricos,  un  enigma  común  con  enfermedades  neurodegenerativas  hereditaria  ligadas  a 
proteínas ubicuas y que  presentan vulnerabilidad neuronal selectiva.  
 
Hasta  el momento    se  han  reportado  once mutaciones  en GARS  (figura  1).  Las mutaciones 
E71G, L129P, y G240R son las más vinculadas a la enfermedad (Antonellis A. y colaboradores, 
2003;  Sambuughin  N.  y  colaboradores,  1998;  Ionasescu    V.  y  colaboradores,  1996; 
Chrstodoulou K. y colaboradores, 1995). Las variantes identificadas por medio de la técnica de 
secuenciación en familias pequeñas y pacientes aislados con neuropatía periférica, incluyendo 
A57V,  P244L,  I280F, D500N, G526R,  S581L, G598A  y H418R    están menos  implicados  en  el 
AA + ATP + tRNA  AA-Trna + AMP + PPi
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desarrollo  de  estas  patologías  (Antonellis  A.  y  colaboradores,  2003;  Rohkamm  B.  y 
colaboradores,  2007;  Rohkamm  B.  y  colaboradores,  2007;  James  P.  y  colaboradores,  2006; 
Sivakumar K. y colaboradores, 2005; Del Bo R. y colaboradores, 2006; Abe A. y colaboradores, 
2009). 
   
Figura 1. Esquema de  la proteína de GARS donde se detallan todas  las mutaciones de GARS asociadas 
con Charcot Marie Tooth 2D. 
 
Mientras que mutaciones en glicil, tirosil y alanil tRNA sintetasas causan Charcot Marie Tooth 
autosómica dominante, mutaciones en Gars también causan una neuropatía periférica similar 
en ratones. Sin embargo los mecanismos por los cuales se desarrolla la patología permanecen 
siendo poco claros (Morgane Stum y colaboradores 2012). 
 
Conocimientos previos del laboratorio 
 
En nuestro laboratorio se estudia principalmente a la quinasa VRK1, su implicancia en distintos 
procesos  celulares  y  su  relación  con  patologías  como  cáncer  y  enfermedades 
neurodegenerativas. 
En estudios previos de proteómica del  laboratorio  se determinó  la  interacción de VRK1  con 
distintas proteínas. Entre ellas una que resultó interesante fue la interacción con la Glicil tRNA 
sintetasa o mejor como conocida como GARS. 
GARS es una glicil tRNA sintetasa   responsable de  la unión covalente de  la glicina a su tRNA, 
evento esencial para la traducción celular. Se ha relacionado a esta proteína con el desarrollo 
de la enfermedad neurodegenerativa Charcot Marie Tooth 2D conociéndose hasta el momento 
once mutaciones distintas (William W. Motley y colaboradores, 2011). 
VRK1 es una quinasa que participa en múltiples procesos celulares, y al igual que GARS se la ha 
relacionado  con  enfermedades  neurodegenerativas  como  es  el  caso  de  la  atrofia muscular 
espinal.    Renbaum  y  colaboradores  publicaron  en  2009  que  la  atrofia muscular  espinal  es 
causada por una mutación en el gen de VRK1. 
VRK1  también    interactúa  con  la  proteína  Coilina  en  los  cuerpos  de  Cajal  y  cuando  esta 
regulación se ve afectada se  la relaciona con procesos neurodegenerativos (Sanz‐García M. y 
colaboradores,2011). 
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Por estas observaciones y antecedentes previamente descriptos, en nuestro  laboratorio nos 
propusimos  estudiar  la  interacción  entre  VRK1  y  GARS  y  su  posible  implicancia  en  la 
neurodegeneración evaluando  lo que sucede en mutantes encontrados en ciertas patologías 
neurodegenerativas.
    Objetivos 
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Objetivo general del trabajo 
 
Evaluar y caracterizar  la relación entre VRK1 y GARS como posibles proteínas implicadas en el 
desarrollo  de  neuropatías  tales  como  Charcot Marie  Tooth  y  Atrofia muscular  espinal  con 
hipoplasia pontocerebelar. 
 
Objetivos particulares  del trabajo 
 
1) Determinar si VRK1 y GARS interactúan 
2)  Determinar la localización subcelular de VRK1 y GARS mediante IF 
3) Evaluar la interacción entre GARS y VRK1 a lo largo del ciclo celular 
4) Evaluar la interacción entre GARS y el mutante de VRK1 (R358X). Mutación observada 
en la atrofia muscular espinal con hipoplasia pontocerebelar 
5) Determinar la localización subcelular de RX350 y GARS mediante IF 
6) Evaluar  la  interacción  entre  VRK1  y GARS  cuando GARS  está mutado  en  células  en 
G0/G1 y en células mitóticas. (evaluar para los 8 mutantes). Mutaciones observadas en 
Charcot Marie Tooth 2D 
     Materiales y métodos 
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Cultivo de líneas celulares  
 Se utilizaron  líneas celulares  (tabla 1) adherentes de mamífero (humanas), que se cultivaron 
en Flasks o placas para cultivo celular en monocapa, en un incubador a 37ºC, con atmósfera de 
5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Los medios de cultivo DMEM  fueron suplementados 
con 10% de FBS, L‐Glutamina a 2mM y el antibiótico penicilina 50 unidades/ml. Los pases se 
realizaron  levantando  las células con Tripsina‐EDTA. Todos  los medios y suplementos  fueron 
de GIBCO (invitrogen).   Las células en cultivo se siguieron en un microscopio óptico  invertido 
“Zeiss Axiovert 25”.  
 
Transfecciones transitorias de ADN en células de mamífero en cultivo monocapa  
 Para los experimentos de sobreexpresión de proteínas en células eucariotas se llevaron a cabo 
transfecciones transitorias de ADN en células en cultivo monocapa. Para ello se sembraron las 
células en cultivo 24 horas. antes de  la transfección a una densidad de forma que estuvieran 
entre un 60‐80% de confluencia en el momento de la transfección. Las células se transfectaron 
con  las  construcciones  de  ADN  indicadas  en  cada  experimento  los  siguientes métodos  de 
transfección: 
‐Usando  el  reactivo  “JetPEI  transfection  reagent”  (Polyplustransfection).  Se  diluyeron  por 
separado el ADN  y el  reactivo  JetPEI en un  volumen determinado de NaCl 150 mM en una 
proporción N/P (número de residuos de nitrógeno del reactivo por fosfato del ADN) de 5 según 
recomendación del fabricante. Se agitó cada una de las mezclas y a continuación se añadió la 
solución  de  JetPEI  sobre  la  solución  de ADN,  se  agitó  y  se  incubó  a  temperatura  ambiente 
durante 15‐30 minutos. Posteriormente se añadió a las células y se homogeneizó con el medio 
de cultivo. 
‐Usando  el  reactivo  “Lipofectamine  2000  Reagent”  (Invitrogen)  según  las  instrucciones  del 
fabricante y a una  relación  μg ADN  /  μl Lipofectamine de 1/3. Se diluyeron por  separado el 
ADN  y  el  reactivo  Lipofectamine  en  un  volumen  determinado  de  Opti‐MEM  (GIBCO, 
invitrogen).  Se  agitó  cada  una  de  las  mezclas  y  tras  5  minutos  se  añadió  la  solución  de 
Lipofectamine a la solución de ADN, se agitó y se incubó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Posteriormente se añadió a las células y se homogeneizó con el medio de cultivo sin 
antibióticos, en el que previamente se habían sembrado las células. A las 12 horas después de 
la transfección se cambió el medio con antibióticos.    
En  todos  los casos  la cantidad  total de ADN  transfectado se mantuvo constante mediante  la 
adición del correspondiente vector vacío.   
 
Electroforesis en geles SDS‐PAGE y Western blot de extractos proteicos 
Para la obtención de extractos proteicos totales de células en cultivo, las células se lavaron con 
PBS frío y se recogieron directamente en tampón de lisis (50 mM Tris‐HCl pH8, 5mM EDTA, 200 
mM NaCl, 1% Triton X‐100) más  inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM PMSF, 10 μg/ml 
aprotinina, 10 μg/ml  leupeptina, 1mM ortovanadato sódico, 1mM  fluoruro sódico). Tras una 
incubación de 30 minutos en hielo se centrifugaron los extractos durante 20 minutos a 16.000 
x  g  a  4ºC.  Se  recuperó  la  fracción  soluble  y  se midió  la  concentración  proteica  total  por 
espectrofotometría con el reactivo “BIO‐RAD protein assay”, usando BSA de concentración  
conocida para hacer una recta patrón. 
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Se resolvió una cantidad igual en todos los puntos de extracto proteico (20‐40μg, dependiendo 
de  la  línea celular) mediante electroforesis vertical en gel SDS‐PAGE  (sodium dodecylsulfate‐
polyacrlamide gel electrophoresis) con un porcentaje de acrilamida adecuado al tamaño de la 
proteína a analizar. Para ello las muestras se procesaron con tampón de carga desnaturalizante 
(62.5mM  Tris‐HCl  pH6.8,  10%  glicerol,  2.3%  SDS,  0.1%  azul  de  bromofenol,  5%  β‐
mercaptoetanol)  y  se  hirvieron  durante  5  minutos.  El  gel  se  corrió  en  condiciones 
desnaturalizantes en tampón de carrera adecuado (25mM Tris, 192mM glicina y 1.7mM SDS) 
según  (Laemmli  1970).  Como  marcadores  de  peso  molecular  se  utilizaron  marcadores 
preteñidos  “Precision  Plus  Protein  Standards  Dual  Color”,  BIO‐RAD.    Las  proteínas  se 
transfirieron después a una membrana de PVDF (Immobilon‐P transfer membrane, Millipore) 
mediante transferencia húmeda en el tampón de transferencia (25 mM Tris, 19.2mM glicina y 
10‐20% metanol) según (Towbin, Staehelin et al. 1979). 
Para  llevar a cabo el Western blot  la membrana se bloqueó durante 1‐2 horas a temperatura 
ambiente en agitación en 5% de leche en polvo desnatada disuelta en el tampón TBS‐T (25mM 
Tris,  50mM  NaCl,  2.5mM  KCl  y  0.1%  Tween‐20).  A  continuación,  tras  lavar  la  leche,  la 
membrana  fue  incubada  con el anticuerpo primario diluido en TBS‐T a  la dilución adecuada 
(Tabla  2)  durante  1‐2  horas  a  temperatura  ambiente  o  toda  la  noche  a  4ºC  en  agitación  y 
posteriormente se  lavó varias veces con TBS‐T en agitación. Después se  incubó  la membrana 
con  el  anticuerpo  secundario  correspondiente  conjugado  con  peroxidasa  a  la  dilución 
adecuada en TBS‐T durante 1 hora a  temperatura ambiente en agitación. Posteriormente se 
lavó la membrana varias veces en agitación con TBS‐T y se detectó la fluorescencia mediante el 
escáner Odyssey (LI‐COR). 
En algunos casos se cuantificó la intensidad de las bandas proteicas de interés con el programa 
Quantity One (BIO‐RAD) y se representaron, mediante barras. 
 
Inmunoprecipitación  
 Las  inmunoprecipitaciones se  llevaron a cabo a partir de 1 mg de extracto proteico total. En 
este caso las células se lisaron con un tampón de lisis específico (20 mM Tris‐HCl pH8, 10mM 
EDTA, 140 mM NaCl, 1% NP40 y 10% Glicerol) más inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM 
PMSF, 10  μg/ml  aprotinina, 10  μg/ml  leupeptina, 1mM ortovanadato  sódico, 1mM  fluoruro 
sódico). Para eliminar uniones  inespecíficas se preincubaron  los extractos con 50 μl de bolas 
“Gamma‐Bind G Plus Sepharose beads” (GE Healthcare), previamente equilibradas con tampón 
de  lisis, durante 30 min a 4ºC en agitación orbital. Posteriormente  se  retiraron  las bolas de 
sefarosa  y  se  incubó el extracto  total  con el  anticuerpo  correspondiente  a  la  concentración 
adecuada  durante  4  horas,  o  toda  la noche,  a  4ºC  en  agitación  orbital  y  a  continuación  se 
añadieron 40 μl de bolas “Gamma‐Bind G Plus Sepharose beads” (GE Healthcare), previamente 
equilibradas con tampón de lisis. Se incubó esta mezcla durante 4 horas, o toda la noche, a 4ºC 
en agitación orbital. Tras este  tiempo  se  recogieron  las bolas de  sefarosa por centrifugación 
suave y se lavaron con el tampón de lisis varias veces antes de ser procesadas con tampón de 
carga. Por último se analizaron mediante electroforesis SDS‐PAGE y Western blot.  
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Ensayos de  interacción por precipitación de proteínas de fusión con GST (“ensayos de Pull‐
Down”) 
Estos  ensayos  se  llevaron  a  cabo  para  precipitar  complejos  de  proteínas  fusionadas  a GST 
expresadas en células eucariotas. Se partió de 1‐1.5 mg de extracto proteico total recogido en 
un  tampón  de  lisis  específico  (20nM  tris‐HCl  pH  7.4,  137 mM NaCl,  2 mM  EDTA,  25nM  β‐
glicerofosfato, 10% (v/v) glicerol y 1% Triton X‐100) más inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(1mM PMSF, 10mg/ml aprotinina, 10mg/ml  leupeptina, 1 mM Ortovanadato de sodio). Para 
precipitar  las  proteínas  de  fusión  con  GST  se  incubaron  los  extractos  con  40  μL  de  resina 
“Glutathion Sepharose 4B beads” (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) durante 4‐12 h a 
4ºC en agitación suave. Tras este tiempo se recogió la resina por centrifugación suave y se lavó 
con el tampón de lisis varias veces antes de añadirles tampón de carga y analizar las proteínas 
así precipitadas con anticuerpos específicos mediante electroforesis SDS‐PAGE y Western Blot. 
 
Inmunofluorescencia  
 Con el objetivo de detectar y  localizar mediante microscopía óptica proteínas endógenas en 
células en cultivo se  llevaron a cabo ensayos de  inmunofluorescencia. Para ello  las células se 
sembraron sobre cubreobjetos de vidrio estériles y se trataron de la forma correspondiente en 
cada caso. Transcurrido el tiempo necesario  (24‐72 h) se  lavaron  las células con tampón PBS 
frío y se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. 
Tras  la  fijación,  las células  fueron  tratadas durante 10 min con Glicina 10mM a  temperatura 
ambiente para bloquear los sitios aldehído libres y posteriormente permeabilizadas en PBS frío 
con 0.2% de Triton X‐100 durante 30 min. A continuación se bloquearon con 1% de BSA en PBS 
durante 30 min a temperatura ambiente. Tras otros 3 lavados en el mismo tampón de lavado, 
los núcleos celulares se tiñeron con DAPI durante 10 min en PBS a temperatura ambiente. La 
localización  subcelular  de  los  antígenos  se  analizó  mediante  microscopía  confocal  en  un 
microscopio  confocal  Leica  Las  imágenes  así  adquiridas  se  analizaron  con  el  programa  LSM 
Image Examiner (Leica). 
 
Análisis mediante citometría de flujo  
 
 Para determinar el perfil de ciclo de  las células  se  realizó un análisis del contenido de ADN 
mediante el marcaje con  Ioduro de Propidio. Tras el  tratamiento correspondiente se  lavaron 
las células con PBS, se levantaron con Tripsina‐EDTA (GIBCO, invitrogen) y se volvieron a lavar 
con PBS y centrifugaciones a 1500 rpm durante 5 min cada una. El pellet celular se resuspendió 
en 700μl de etanol al 70% y se mantuvo a 4ºC  toda  la noche. Tras esa  fijación  las células se 
lavaron con PBS y se resuspendieron en 500 μl de solución de marcaje con Ioduro de Propidio 
(5 μg/ml de Ioduro de Propidio y 200 μg/ml de ARNasa en PBS, preparada fresca), se pasaron a 
tubo  de  citómetro  y  se  incubaron  durante  1‐2  h  a  temperatura  ambiente  en  agitación  y 
oscuridad. Por último las células marcadas se analizaron en un citómetro FACScalibur (Becton‐
Dickinson)  midiendo  la  fluorescencia  asociada  al  Ioduro  de  Propidio  unido  al  ADN.  Se 
analizaron un mínimo de 10000 células por cada punto. La adquisición de  los datos se  llevó a 
cabo  mediante  el  programa  Cell  Quest  (Becton‐Dickinson)  y  se  analizaron  mediante  los 
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programas FCS Express Plus A (Becton‐Dickinson) para determinar el porcentaje de células en 
cada fase del ciclo celular. 
 
Sincronización de células 
 
Células en G0 
 Las células fueron tratadas durante 72 horas con medio sin suero (0%FBS)  
Células en fase S 
Las células fueron tratadas con Timidina durante 24 horas.  
Células en G2 
Las células  fueron  tratadas con Timidina durante 24 horas. Luego de  las 24 horas  las células 
fueron  liberadas de  la  timidina y  reemplazadas  con medio normal  (10 % FBS) durante 3 hs. 
Luego de las 3 hs al medio de las células se le agregó nocodazol 100mg/ml por 12 horas. 
Células en mitosis 
Las  células  fueron  tratadas  con Timidina durante 24 horas. Después de 24 horas  las  células 
fueron liberadas de la timidina y reemplazadas con medio normal completo (10 % FBS) durante 
3 horas. Luego de las 3 horas al medio de las células se le agregó nocodazol 100mg/ml por 12 
horas. A partir de las 12 horas del tratamiento con nocodazol se procedió con la liberación del 
mismo.  Para  ello  se  eliminó    el medio  con  timidina/  nocodazol  y  se  reemplazó  por medio 
normal completo (10%FBS) y se fueron lisando las células o tratando para inmunofluorescencia  
(según el ensayo) cada 30´, 1 hora, 1.5 horas, 3horas y 6 horas.
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Tabla 1. Líneas celulares 
 
HeLa  Humano  carcinoma cérvico uterino  DMEM + 10% FBS 
HEK 293T  Humano  células embrionarias de riñón  DMEM + 10% FBS 
 
Tabla 2. Anticuerpos 
 
1B5  VRK1  IF, WB  Ratón  1/200, 1/1000  Sigma 
VC1  VRK1  IP, WB  Conejo  5 μL , 1/1000  Producción propia 
(H‐30) sc‐83840  GARS  IF, WB  Conejo  1/50, 1/200  Santa Cruz 
(G‐14) sc‐83849  V5  IP  Conejo  5 μL  Santa Cruz 
27671  V5  WB  Ratón  1/1000  Abcam 
AC‐15  β‐actina  WB  Ratón  1/5000  Sigma 
(M‐20) sc‐718  ciclina D1  WB  Ratón  1/5000  Santa Cruz 
Ser (807/811)  p‐RB  WB  Conejo  1/1000  Cell Signalling 
06‐549  Myc  IF  Conejo  1/200  Millipore 
F‐7 sc‐7392  HA  IF,WB  Ratón  1/200,1/1000  Santa Cruz 
H6908  HA  IP  Conejo  5 μL  Santa Cruz 
(B‐14) sc‐138  GST  IP, WB  Ratón  5 μL, 1/1000  Santa Cruz 
 
Tabla 3. Plásmidos 
 
Z50A/B/C/D/E/F  pCEFL‐VRK1‐HA  VRK1 
AA49A/B/C/D 
 
pCMV6‐GARS‐Myc‐Flag  GARS 
AA56A/B/C  pCEFL‐VRK1(R358X)‐HA  VRK1(R358X) 
CC67A/B  pCEFL‐GST‐VRK1  GST‐VRK1 (Wild Type) 
 
AA75A/B  pCEFL‐GST‐CVRK1  GST‐CVRK1 
AA76A/B  pCEFL‐GST‐VRK1(358X)  VRK1(358X) 
AA80A/B  pCEFL‐GST‐VRK1 (KD)  VRK1 (KD) 
BB15A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS wt 
 
GARS wt 
BB13A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(D500N) 
 
GARS(D500N) 
BB14A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(P234KY) 
 
GARS(P234KY) 
 
BB16A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(G526R) 
 
GARS(G526R) 
BB17A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(H418R) 
 
GARS(H418R) 
BB18A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(G240R)  GARS(G240R) 
BB19A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(S581L) 
 
GARS(S581L) 
BB20A/B 
 
pCDNA6‐V5‐His‐GARS(L129P) 
 
GARS(L129P) 
Resultados 
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1) Interacción entre VRK1 y GARS 
 
En  estudios  previos  del  laboratorio  se  identificó  por medio  de  técnicas  proteómicas  que  la 
quinasa VRK1 y la Glicil tRNA sintetasa GARS interactuaban. 
A partir de este  resultado,  lo primero que se procedió a hacer es confirmar esta  interacción 
por medio de inmunoprecipitación recíproca de GARS y VRK1 en la línea celular 293T (figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. VRK1 endógena interacciona con GARS.  Se evaluó la interacción de VRK1 y GARS a través de 
Inmunoprecipitación  recíproca de ambas proteínas en  la  línea celular 293T. La expresión proteica    se 
analizó mediante electroforesis SDS‐PAGE y Western blot utilizando anticuerpos específicos contra VRK1  
y GARS. 
 
 
Aquí  lo que  se observa  es que  cuando  se  inmunoprecipita VRK1  así  como GARS  se detecta 
interacción entre ambas proteínas. 
 
Una vez confirmada  la  interacción entre VRK1 y GARS se evaluó  la  localización subcelular de 
VRK1 y GARS en  la  línea celular HeLa para proseguir a analizar  la expresión y distribución de 
ambas proteínas a lo largo del ciclo celular. 
 
 
2) Localización subcelular de VRK1 y GARS 
 
Se  determinó  la  localización  subcelular  de GARS  y VRK1 mediante  inmunofluorescencia.  En 
primer lugar se evaluó la misma co‐transfectando con los plásmidos pCEFL‐VRK1‐HA y pCMV6‐
GARS‐Myc‐Flag en células HeLa (figura 3). 
Luego se repitió este mismo experimento  pero transfectado solo con el plásmido pCEFL‐VRK1‐
HA (figura 4).  
GARS
VRK1
Lysate
IP: VRK1 (1B5)
GARS 
VRK1 
IPØ 
GARS
VRK1
IPØ
IP: GARS
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Figura 3. Localización subcelular de VRK1 y GARS transfectados. Células HeLa fueron transfectadas con 
los plásmidos pCEFL‐VRK1‐HA y pCMV6‐GARS‐myc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  4.  Localización  subcelular  de  VRK1  transfectado  y  GARS  endógeno.  Células  HeLa  fueron 
transfectadas solo con el plásmido pCEFL‐VRK1‐HA. 
 
 
De  esta manera  se determinó  la  localización nuclear de VRK1  y  la  localización  citosólica de 
GARS.  
Es interesante que en el ensayo donde se transfecta GARS (figura 3) se puede ver como GARS 
parece estar  localizándose en  las mitocondrias ya que como se mencionó en  la  introducción 
esta proteína tiene una isoforma citosólica y otra mitocondrial. De todas maneras para poder 
confirmar esta observación debería llevarse a cabo un marcaje mitocondrial con Mito Tracker y 
así corroborar la localización mitocondrial del GARS. 
 
 
3) Interacción entre VRK1 y GARS durante el ciclo celular 
Una  vez  determinada  la  localización  subcelular  de  GARS  y  VRK1,  se  procedió  a  evaluar  la 
distribución e interacción de estas proteínas a lo largo del ciclo celular en la línea celular HeLa. 
Para ello en primer lugar se llevó a cabo una inmunofluorescencia para cada punto de interés: 
10%FBS,   0%FBS  (fase G0), 24 horas Timidina  (fase S del ciclo), 24 horas Timidina + 12 horas 
Nocodazol  (fase G2‐M),  30  ´‐1  h‐1,5  h‐3h‐6h  de  liberación  del Nocodazol  (fases mitóticas).   
GARS-MYC VRK1-HA DAPI MERGE 
10µm 
GARS VRK1-HA DAPI MERGE 
10µm 
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Las distintas fases del ciclo se corroboraron tanto con citometría de flujo como por expresión 
proteica de proteínas específicas del ciclo celular (ciclina D1, pRB) (figura 5).   La ciclina D1 es 
una proteína que se activa en G1/S   y que   continua su expresión    lo  largo de  la mitosis. Esta 
proteína pertenece a una familia de ciclinas muy conservadas, cuyos miembros se caracterizan 
por  incrementar drásticamente y a  intervalos su concentración a  lo  largo del ciclo celular. Las 
ciclinas funcionan como reguladores de las quinasas dependientes de ciclinas o Cdks. La ciclina 
D1 actúa como subunidad reguladora de un complejo formado con Cdk4 o Cdk6 y su actividad 
es  necesaria  para  la  transición  G1/S  del ciclo  celular.  Por  otro  lado  Rb es  la proteína 
del retinoblastoma, una proteína supresora de tumores que se encuentra alterada en muchos 
tipos  de cáncer.  Una  de  las  funciones  principales  de  Rb  es  la  inhibición  de  la  progresión 
del ciclo celular antes de  la entrada en mitosis, de manera que  la célula no entra en división 
hasta que está preparada para ello y se dan las condiciones adecuadas.. Rb puede encontrarse 
en dos estados: hipofosforilado e hiperfosforilado. En el estado hipofosforilado, pRb es activo, 
y  puede  realizar  su  función  de  supresor  de  tumores,  uniéndose  a  E2F‐DP  y  bloqueando  la 
progresión de  la  célula  a  través del  ciclo  celular. Cuando  se precisa que  la  célula  se divida, 
complejos de kinasas dependientes de  ciclinas (CDK) y ciclinas fosforilan   a RB,  inhibiendo  su 
actividad. 
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Figura 5. Localización subcelular de VRK1 y GARS endógenos en HeLa.  Las células fueron tratadas con 
timidina y nocodazol para poder obtener  las distintas fases del ciclo celular. Una vez  liberadas de este 
último,  las células entran en mitosis. Las células tratadas únicamente con timidina se encuentran en  la 
fase de síntesis de ADN. La quinasa VRK1 fue detectada con el anticuerpo específico nuclear 1B5 y GARS 
con un anticuerpo específico para Glicil tRNA sintetasa. 
 
 
En este experimento se observa  la co‐localización de GARS y VRK1 a  lo  largo del ciclo celular. 
Las misma ocurre desde  la fase G2 y durante  la mitosis (puntos: desde Timidina/nocodazol a 
1.5 horas  de liberación del Nocodazol). La misma se pierde a partir de las 3 horas de liberación 
de Nocodazol. 
Con el citómetro de  flujo  se corroboran cada uno de  los estadios del ciclo celular para cada 
punto  analizado  en  este  ensayo  (0%  FBS:  G0/G1;  Timidina  24  horas:  Fase  S; 
Timidina/Nocodazol: G2/M;  Liberación  del Nocodazol  desde  30´  a  6  horas:  fases mitóticas: 
profase, metafase, anafase, telofase/citocinesis, G0/G1). 
Con  respecto  a  los marcadores  de  ciclo  celular,  ciclina  D1  y  pRB,  la  expresión  de  cicla  D1 
comienza en el tratamiento con Timidina 24 horas (fase G1/S) y sigue a lo largo del ciclo celular 
hasta las 3 horas de tratamiento con Nocodazol.  
El pRB sigue el mismo patrón que la ciclina D1 aunque su expresión disminuye a partir de la 1.5 
horas de liberación del Nocodazol. 
 
La interacción a lo largo del ciclo se analizó también por Inmunoprecipitación en cada uno de 
los puntos (figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Interacción entre VRK1 y  GARS a lo largo del ciclo.  Se evaluó la interacción de VRK1 y GARS 
durante el ciclo celular en la línea celular 293T mediante la Inmunoprecipitación de VRK1. La expresión 
proteica  se analizó mediante electroforesis SDS‐PAGE y Western blot utilizando anticuerpos específicos 
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contra VRK1   y GARS. La  relación VRK1/GARS se cuantificó mediante el programa Quantity One  (BIO‐
RAD) y se representó mediante barras. 
 
Para  los  distintos  puntos  analizados  se  observó  que  la  interacción  entre VRK1  y GARS  está 
presente en las células tratadas con 10%FBS, y en las células que entran en mitosis, siendo esta 
interacción máxima en el punto de 1,5 horas de  liberación de Nocodazol. A  las 3 horas de  la 
liberación del Nocodazol hay una disminución en  la  interacción. La  interacción no se detectó 
en los puntos con 0%FBS (G0) ni en Timidina 24 horas (fase S).  
 
Hasta  aquí  se  analizó  la  relación  de  VRK1  con  GARS  en  condiciones  normales.  En  ciertas 
enfermedades  neurodegenerativas,  se  han  reportado mutaciones  tanto  de  VRK1  como  de 
GARS. Por ello en el presente trabajo se ha querido evaluar que sucede con  la relación entre 
VRK1 y GARS cuando alguna de estas proteínas se encuentra mutada. 
En primer  lugar se evaluó  la  interacción   entre GARS silvestre y el mutante de VRK1  (R358X) 
(mutante descripto en atrofias musculares espinales). 
Para esta determinación se llevó a cabo un Pull Down de GST. De esta manera se precipitó GST 
fusionado a VRK1 silvestre, GST fusionado al extremo carboxilo de VRK1, GST fusionado a VRK1 
mutante (R358X) y GST fusionado a VRK1 con actividad enzimática inactivada (figura 7).  
  
 
 
4) Interacción entre el mutante R358X y GARS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. GARS endógeno interacciona con VRK1 salvaje, por el extremo carboxilo, con VRK1(R358X) y 
con  la  quinasa  inactiva.    Células HEK‐293T  fueron  transfectadas  con  los  plásmidos  pCEFL‐GST‐VRK1, 
pCEFL‐GST‐CVRK1  (región  que  abarca  los  aminoácidos  267  a  396),    pCEFL‐GST‐VRK1(RX),  pCEFL‐
VRK1(KD) y pCEFL‐GST. La expresión de las proteínas fue comprobada en el lisado celular preparado 48h 
después de  la  transfección.  El  lisado  se  incubó  con  glutatión‐sefarosa durante  12h  a  4ºC  y  las bolas 
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fueron  separadas  por  centrifugación.  Las  proteínas  unidas  se  analizaron  en  un  Western  blot  con 
anticuerpos específicos. La relación GARS/GST se cuantificó mediante el programa Quantity One  (BIO‐
RAD) y se representó mediante barras. 
 
Como  resultado de este Pull‐Down  se observó  interacción  tanto entre GARS y GST‐VRK1 así 
como entre GARS y GST‐R358X (mutante de VRK1). 
También se evaluó la interacción entre GARS y la quinasa VRK1 inactiva , GST‐VRK1 (KD). Este 
punto se incluyó para evaluar si esta interacción sería mucho mayor que con la VRK1 silvestre 
(enzimáticamente activa). En el caso de que se hubiese obtenido una relación mucho mayor 
que con  la VRK1 silvestre se podría haber pensado que el GARS es un sustrato de VRK1 y al 
encontrarse inactivada la misma entonces el sustrato queda retenido más tiempo y por eso se 
detectaría más interacción. 
 
Luego se procedió a determinar la localización y distribución subcelular del VRK1 mutante. La 
misma se determinó mediante inmunofluorescencia. 
En primer lugar se evaluó la localización co‐transfectando con los plásmidos pCEFL‐VRK1‐HA y 
pCMV6‐GARS‐myc en células HeLa (figura 8). 
Luego se repitió este mismo experimento  pero transfectado solo con el plásmido pCEFL‐VRK1‐
HA (figura 9). 
 
5) Localización subcelular de R358X y GARS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.  Localización  subcelular de R358X y GARS  transfectados. Células HeLa  fueron  transfectadas 
con los plásmidos pCEFL‐VRK1 (R358X)‐HA y pCMV6‐GARS‐myc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  9.  Localización  subcelular  de  R358X  transfectado  y  GARS  endógeno.  Células  HeLa  fueron 
transfectadas  con  el  plásmido  pCEFL‐VRK1  (R358X)‐HA.
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De esta manera se determinó la localización citosólica del mutante de VRK1,  al igual que GARS 
que también es citosólico.  
También  se  analizó  la  relación  entre  VRK1  y  distintos mutantes  de GARS,  descriptos  en  la 
enfermedad neurodegenerativa Charcot Marie‐Tooth 2D 
 
Como se menciona en el artículo de William W. Motley y colaboradores del 2009, hay varias 
evidencias para decir que las mutaciones reportadas en GARS son patogénicas.  
Las mutaciones  L129P  y G240R  son  las más  relacionadas  a  la patología  aunque  el mutante 
L129P  tiene penetrancia  incompleta del  fenotipo patológico.  Los mutantes H418R, D500N  y 
S581L presentan una penetrancia reducida y  su implicancia en el desarrollo del Charcot Marie 
Tooth está menos clara. Mutaciones en S581L y G526R tienen una completa penetrancia.  
Entre  las distintas hipótesis que se plantean para el desarrollo de  la patología una es  la que 
asocia la capacidad de dimerización con el desarrollo o progreso de la enfermedad.  
Mientras que  los mutantes L129P y G240R tienen una baja asociación dimérica,  los mutantes 
D500N, G526R y H418R tienen una mayor capacidad de  formar dímeros. Con respecto a    los 
mutantes P234KY y G240R tienen una capacidad de dimerización similar al GARS silvestre. 
 
 
A partir de estas evidencias es que se procedió a evaluar la interacción entre VRK1 silvestre y 
estos mutantes de GARS  por inmunoprecipitación en células en fase G0 del ciclo celular y en 
células mitóticas (tratadas con Timidina por 24 horas + Nocodazol por 12 horas) (figura 10). 
 
 
6) Interacción entre VRK1  y mutantes de GARS en  células en G0   y 
células mitóticas 
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Figura 10. Interacción entre VRK1 y  los mutantes de GARS en células G0/G1 y en células mitóticas. Por 
un  lado  se  trataron  células HeLa  con medio  sin  suero  (0%FBS) y otro  lado  se  trataron  con  timidina y 
nocodazole para obtener células mitóticas La expresión de  las proteínas  fue comprobada en el  lisado 
celular. Se incubó el extracto total con el anticuerpo contra V5  toda la noche, a 4ºC en agitación orbital 
y a continuación se añadieron 40 μl de bolas “Gamma‐Bind G Plus Sepharose beads” equilibradas con 
tampón  de  lisis.  Se  incubó  esta mezcla  durante  6  h  a  4ºC  en  agitación  orbital.  Tras  este  tiempo  se 
recogieron las bolas de sefarosa por centrifugación suave y se lavaron con el tampón de lisis. Por último 
se analizaron mediante electroforesis  SDS‐PAGE  y Western blot.  La  relación VRK1/GARS  se  cuantificó 
mediante el programa Quantity One (BIO‐RAD) y se representó, mediante barras. 
 
En células en fase G0 no se observó  interacción para ninguno de  los casos; ni para el caso de 
GARS silvestre ni para los mutantes de GARS. 
En células mitóticas, además de observarse  interacción entre VRK1 y el GARS silvestre, como 
era de  esperarse por  lo obtenido  en  experimentos previos,  también  se observó  interacción 
entre VRK1 y los mutantes D500N, G524R y S581L. Esta interacción se perdió entre VRK1 y los 
mutantes L129P, P234KY, G24OR y H418R. 
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El  propósito  de  este  trabajo  ha  sido  relacionar  las  proteínas  VRK1  y  GARS  debido  a  sus 
antecedentes en neurodegeneración. 
Una  vez  confirmada  la  interacción  recíproca  entre  ambas  proteínas  y  que  la misma  ocurre 
durante la mitosis (desde la fase G2 y a lo largo de la mitosis) se evalúa lo que sucede cuando 
alguna de estas proteínas se encuentra mutada. 
En  primer  lugar  se  analiza  lo  que  sucede  con  el  mutante  de  VRK1  (R358X).    Como  han 
reportado Sanz‐García M. y colaboradores en el 2011  la mutación en VRK1 parece alterar  los 
mecanismos moleculares en los que está implicada esta quinasa, de manera que se desarrollan 
patologías  como  ataxias  o  atrofias  musculares  espinales.  A  diferencia  de  la  pérdida  de 
interacción  que    reportan  los  autores  entre  el mutante  R358X  y  la  proteína  coilina,  en  el 
presente trabajo la interacción entre R358X y el GARS no se pierde. 
Esto  resulta  lógico  ya  que  el mutante  R358X,  al  igual  que  el  GARS,  tiene  una  localización 
citosólica debido a que pierde su señal de  localización nuclear. De esta manera al menos por 
estas  determinaciones  no  se  puede  relacionar  a  este  mutante  de  VRK1  con  GARS  para 
proponer algún mecanismo por el cual se desarrollen estas patologías. 
 
Con respecto a los mutantes de GARS, mutantes encontrados en pacientes con Charcot Marie 
Tooth  2D,  se  observa  que  para  los mutantes  L129,  P234Ky,  G24OR  y  H418R  se  pierde  la 
interacción con VRK1. Antonellis A. y colaboradores habían reportado que los mutantes L129 y 
G240R eran  los más vinculados a  la enfermedad, por ende es muy  interesante  la pérdida de 
interacción  en    estos  mutantes,  ya  que  se  puede  al  menos  proponer  que  la  misma  es 
fundamental para el desarrollo de la patología. 
Es decir   que  la pérdida de  interacción de  los mutantes  L129, P234Ky, G24OR  y H418R  con 
VRK1  se  puede  sugerir  como  un  posible  mecanismo  por  el  cual  se  va  a  desarrollar  la 
enfermedad. 
 
Se  han  propuesto  varios mecanismos  por  los  cuales  se  desarrolla  degeneración  axonal  que 
conduce a neuropatías como Charcot Marie Tooth y en donde GARS se encuentra mutado. 
Algunos de estos mecanismos  involucran dimerización, funciones no canónicas,  interacciones 
tóxicas entre proteína‐proteína o RNA‐proteína,  toxicidad mitocondrial, entre otros  (William 
W. Motley y colaboradores, 2009). 
Entre estos mecanismos propuestos el más acertado a la hora de relacionar VRK1 y GARS sería 
aquel en donde  las mutaciones asociadas a  la enfermedad conducen a  interacciones  tóxicas 
entre proteínas.  
Es  posible  que  cambios  en  la  interacción  normal  de  estas  dos  proteínas,  por  ejemplo  por 
pérdida  de  interacción  en  los  mutantes,  lleve  a  que  GARS  quede  disponible  para  otras 
proteínas o RNAs  tóxicos que al unirse al GARS  le  impiden  realizar su correcta  función en el 
axón y de esta manera se desarrolle la patología. 
 
Como  se mencionó  en  la  introducción,  GARS  además  de  su  isoforma  citosólica,  tiene  una 
isoforma mitondrial. Hugh J McMillan y colaboradores han publicado a principios de este año 
la implicancia de la isoforma mitocondrial en la patología Charcot Marie Tooth 2D. Por lo tanto 
también  sería  interesante  evaluar  la  isoforma mitocondrial  de GARS  aislando  la misma  por 
medio  de  fraccionamiento  mitocondrial    y  de  esta  manera  relacionarla  con  VRK1.
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Otro ensayo que se ha realizado a lo largo de este proyecto pero no se muestra en este trabajo 
es  el  silenciamiento  y  sobreexpresión  de  VRK1  para  evaluar  la  distribución  de  GARS  y  su 
expresión. Al silenciar VRK1, no se observan cambios en la distribución de GARS ni tampoco en 
su expresión, pero cuando esta quinasa se sobreexpresa  los niveles de GARS aumentan. Para 
poder completar este ensayo, de hecho es parte de  la continuidad de este proyecto, habría 
que determinar los niveles de expresión del mRNA de GARS y también la estabilidad del mismo 
mediante  ensayos  de  inhibición  del  proteasoma.  La  idea  de  esto  sería  finalmente  ver  que 
sucede  cuando  VRK1  no  se  encuentra  presente  o  cuando  está  sobreexpresada  en  líneas 
celulares de neuroblastoma para evaluar qué pasa con la distribución de GARS  en las neuritas 
emergentes en estas condiciones.  
 
Este trabajo es solo un comienzo para el largo camino que queda por recorrer en este campo y 
en particular en estas enfermedades. 
El  poder  relacionar  dos  proteínas  como  VRK1  y  GARS  en  el  desarrollo  de  estas  patologías 
resulta  fundamental  para  poder  plantear  nuevas  estrategias  y  experimentos  que  lleven  a 
profundizar  el  mecanismo  molecular  por  el  cual  se  desencadenan  ciertas  enfermedades 
neurodegenerativas. 
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